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APPUCATION DE NOUVEAUX FRAGMENTS D'ADN EN TANT QUE 
SEQUENCE CODANT POUR UN PEPTIDE SIGNAL POUR LA SECRETION 
DE PROTEINES MATURES PAR DES LEVURES RECOMBINANTES. 
CASSETTES D'EXPRESSION, LEVURES TRANSFORMEES ETPROCEDE DE 
10 PREPARATION DE PROTEINES CORRESPONDANT. 

La prdsente invention a pour objct de nouveaux fragment d*ADN et leur 
utilisation en tant que fragments d'ADN codant pour un peptide signal utile pour 
la sda^tion de protiines bftirologues par des cellules eucaryotes (animates ou 
15 v6g£tales} ou procaryotes (bactjries), plus particuli^rement des levures telles que 
des souches de Saccharomyces, 

Lots de la pnfparation d'une piot^ine bdtfrologue par les techniques de 
TADN recombinant, un des objectifs souveni poursuivis est Tobiention d*un 

20 produit qui est s6cr6t6 dans le milieu de culture des cellules qui synthitisent la 
proteine h6t£rologue. En effet, dans le cas notamment de la preparation d'une 
prot6ine d'intirlt indusuicl, destin6e & 6lre produites cn grande quantili. it est 
souhaitabte, afin qu'elle conserve les propri6t£s d6str£es, que la protiine soit 
pioduite sous forme mature, c'est i dire ddpourvue de tout acide amini ou 

25 sdquence peptidique suppMmentaire demeurfe fustonnde ft la prot6ine. Par ailleurs, 
il pent £tre intdressant qu'elle soit s£cr6t6e dans le milieu de culture afin de 
iaclliter les opdrations de rdcupdration et purification. 
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Les piotdines qui soqI s&rftto par une cellule, en particuUer par une cellule 
eucaryole, sont tr& gfedralemenl synthfUsfe sous forme d'un prfcurseur 
poIypepUdique comprenaot un fragment conespondani & ta proline maiute (foime 

5 active) et un fragment N-terminal dil fragment "pr6-. aussi appel6 pepUde signal, 
qui intervient dans le m&anisme de sdcrftton de h prot6ine pat la cellule. En 
outre, ce prfcurseur polypcptfdique peut oomprendre un ou des fragments 
additioMiels. appelfs fragments "pro". Dans cc dernier cas, le pr&urseur 
polypeptidique est appeW pr6cuiscur 'fri^io' ou premier prfcuiscur. Un fragment 

10 "pro" est, dans la majoritd des cas. insdrd cnire le peptide signal et le fragment 
corrcspondant I la prot«ine mature, bien que ceci ne soit pas une tigle absolue. 

Un peptide signal initie (i) insertion de la ptotfine dans la membrane 
cellulaire. 00 la translocation de la protdine au travels de la membrane cellulaire, 

15 ou Oii) I'entrte de la protdine dans le rdliculum endoplasmique de la cellule en 
vue de la sto6tion de la prot6ine par la voie du t6ticulum endoplasmique. Une 
fois que le peptide signal a rempli son office, U est normalement detache par 
clivage protfolytique pour libdrcr une proline mature ou un deuxieme precurseur 
appel6 prdcuiseur "pro" qui. tout comme le premier pr6curseur. n'a pas d'aclivii6 

20 biologique, ou qui n'a pas I'activitd complftte de la protcine mature. 

Un fragment "pro" est utile dans la mesure oh U bloque ou modifie I'activitf 
de la ptotfine, permettant ainsi de prot«ger la cellule centre les cffcts loxiques 
iventueb de la piotflne ou de protfger la protiine contre d'eventuelles 
25 . modifications ou digradations. n peut aussi intervenir dans une certoine mesure 
dans le mechanisme de s6cr6tion En fin du processus de stoftion, le fragment 
■pro" du deuxiime prteurseur est d6lach4 par clivage protfolytique pour lib^rer 
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une pioi^ioe mature {tome active). 

A la jonclion du fragment "prf" et du fragment "pro", ainsi que I la joncUon 
du fragment •pro" ct du fragment conespondant k la protdine mature, doit se 
5 trouver un site de clivage prottolytique qui est leconnu par une des protdases de 
la cellule dans laquelle la protdine est synthdUsde. Ce site de clivage protdoIyUque 
est gdndralcment constilud d'une sdquence de 2 ou 3 acides aminds ou plus 
(appelde par la suite sdquence de protdolyse) qui est accessible k la protdase sur 
le prdcurseur "pro" et qui. si elle existe sur le fragment correspondant & ia protdine 
10 mature, n'est pas accessible. Trois cas sont a priori possibles, illustrds ci-dessous 
en rdfdrence i la jonction des fragments "prd" et "pro": 

ou bien la protdase coupe en tdle de sdquence et, par consdquent, la 
sdquence de protdolyse doit se lire sur le fragment "pro"; 
ou bien la protdase coupe en queue de sdquence et, par consdquent, ia 
15 sdquence de protdolyse doit se lire sur le fragment "prd"; 

ou bien la protdase coupe en milieu de sdquence et, par consdquent, la 
sdquence de protdolyse doit se lire & cheval sur les fragments " prd" et 
"pro". 

20 Ces considdrations s'appliquent bien sur de maniere similairc au site de 

clivage placd k la joncUon du fragment "pro" et du fragment conespondant k la 
protdine mature. 

Pour la construction de prdcurseurs synthdilques par les mdthodes du gdnie 
25 gdndtique on peul dtre amend k utiliser des fragments naturels (c'est-Wiie tels que 
ttouvds dans la nature) et k Insdrer en bonne place un nouveau site de clivage 
protdolyUque ou certains acides aminds de manifcre k reconstituer un nouveau site 



wo 90/13646 



4 



PCr/FR90/00306 



de cltvagc prot6olytique jsa association avec les fragmeats, ce nouveau site de 
clivage 6tant bica sur reoonnu par une des proteases de la cellule dans laquelie le 
ptfcutseur syntb6tique est exprimi. 

S Un «cemple du type de synthase et du mode de s&r6tion d6crit ci*dessus est 

illusti^ par le cas de la ph6romone sexuelle a de la levure 61 cerevisiae, aussi 
appel£ facteur a (cod£ i partir du g&ne MFal ou MFa2). Le Facteur a est en eCfet 
synlh6tis6 sous forme de pr^curseur "pri-pro" tel que dicrit dans Kurjan et 
Hcrskowilz, Cell (1982) 30: 933. La sequence d'acides amin6s du fragment "pri" 

10 du pr&urseur du Facteur a est Met Arg Phe Pro Ser He Phe Thr Ala Val Leu Phe 
Ala Ala Ser Ser Ala Leu Ala tandis que ccile du firagment 'pio** du precurseur du 
Facteur a est Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr Ala Gin lie Pro Ala 
Glu Ala Val He Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp Phe Asp Val Ala Val Leu Pro 
Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu Phe lie Asn Thr Thr lie Ala Ser He 

15 Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val Ser Leu Asp. 

De maniire surprcnanlc, 11 a mainlenant 6l€ trouv6 que rextrcmil£ N- 
lerminale du precurseur d*unc enzyme de levure, cctte ertr«nit6 N-terminale ayanl 
la sequence d'acides amines : 

20 Arg-Phe-Scr-Thr-Thr-Uu-Ala-Thr-Ala-Ala-Thr-Ala-Leu-P^^^^ 

Val-Ser-Ala, pent £tre utilis6e k titre de p^tide signal pour la s^crftion de 
prot£mes h£t£rologues, ainsi que difiirents variants de ceile «ur6iuitv N-tcrminale. 
Far "proteine bit&ologue" on signifie tme prot£ine qui n*est pas produite 
natnrcllement par la cellule h6te ou bien qui est codde par une s£quence qui ne 

25 provient pas de la cellule h&te* 



Conform6ment i ceci» la pr6sente invention & pour objet un fiagment d*ADN 
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isoli qui code pour uin peptide doni la sdquence d'acides aminfe prescnte un degrf 
d'homologie d'au moins 60%, de maniire prtJfirentieUe d'au moins 80%, avec ia 
sdquence d'addes aminfs (I) ou (II), de prfffrence avec la adquencc (II). Les 

sfquences CO et (IQ soot comme suit: 
5 ^ Arg-Phc-Ser-nir-Thr.Uu-AIa.Thr-Ala.AlB.nir.Ala-Uu.Phc.Phe.Thr. 

Ala-Ser-Gln. 

(E) Arg-Phe-Ser-Thr-Thr-Lcu-AIa-Thr-Ala-Ala-Thr-Ala-Uu-Phe-Phc-Thr- 
Ala-Ser-Gln-Val-Ser-Ala. 

10 Par "fragment d'ADN IsoW" on signifie un fragment d'ADN donl rexiremitd 

3' n'est pas lite par iiaison covalente k un fragment d'ADN codant pour une 
enzyme ayant une acavii6 p.1.3 glucanase telle que en particulicr dccrile dans 
Klebl & Tanner. J. Bact, Nov 1989, 121: 6259. 

15 Plus particuliirement, un fragment d'ADN selon I'invention code pour un 

peptide comprenanl la sequence d'acides aminfa (HI) suivante : 
(III ) Rj-Rj-R,-Thr-Thr-R4-Ala-Thr-Ala-Ala-Thr-Ala-Leu-Phe- 

15 10 
Phe-Thr-Ala-R,-R« 
20 15 19 

dans laquelle: 

Rj est im adde aminf selectbnne paimi Afg el Lys, 

R, ct R, soni chacun un acide amin£ sfleclionn6 de maniire independante 

panni Ala, Asn, Cys, Gin. Gly.His, He, Leu, Met. Phe. Pro, Ser. Hir, Trp. 

25 Tyr et Val, 

Rj et Rs sont chacun un acide amin6 silectionnf de mani&re indipendaote 

parmi Asp, Gly, Asn, Pro et Ser, et 

R4 est un acide amind sdlectionnf parmi Val, Leu, Ala, Cys, Phe, He et 
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Met. 

De maniite prfftrfe, un fragment d'ADN selon rinvention code pour un 
peptide comprcnant la sequMicc d'addes aminds (tV) suivante: 
5 (IV) R^.R,.R,.Thr-Thr-R4-Ata-Tlir-Ala.AIa.Thr-Ala.Uu.Phe-Phe-Thr. 

Ala-Rr^^T 
dans laquelle : 

est un acide amind selectionnf panni Arg et Lys, 
R, et R< sont chacun un acide amin^ sf lectionni de maniire Ind6pendante 
10 panni Ala, Asn, Cys, Gin, Gly. His, He, Uu. Mel, Phe, Pro. Ser. Thr, Dtp, 

Tyr et Val, 

R, et R, sont chacun un acide amin6 s6Iectionn6 de manifcre independante 
panni Asp, Gly, Asn, Pro et Ser, 

R, est un acide amini s61ccUonn6 parmi Val, Leu, Ala, Cys. Phe, Be el 

15 Met. 

R, est une s^uence de prottolyse. 

R,'est pr6f6rentiellement une sdquence de proi6oIyse R,-R9-Rio dans 
laquelle : 

20 R, est un acide amind s6lectionn6 panni Ala, Val, Ser, Cys, Gly, He, Leu, 

Hir, 

R, est un acide amine seiecuonnc parmi Ala, Arg, Cys, Gin, Gly, His, He. 

Uu, Met, Phe, Pro. Ser, Thr, Trp, Tyr et Val el 

R„ est un acide amin< silectionni panni Ala. Cys, Gly, Leu, Pro, Gin, Ser 

25 etlhr. 

SeloD rinvention, un fragment d'ADN pr££6r6 code pour un pepUde 
compieoant une sequence d'addes aminis s£lectionn£e panni les s6quences 
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d'acides amin6s (V), (VI), CVII) cl (VIII) suivantcs : 

(V) Arg.Phc-Ser-Thr-Thr.Uu-AlB.Thr.Ala-Ala.Thr-Ala.Uu.Phe.Phe-Thr- 
Ala-Ser-Gln 

(VI) Arg.Phe-Scr-Thr.Thr-VaI.AIa-Thr.Ala.Ala.Thr-AIa.Uu-Phc-Phc.-Tbr. 

5 Ala.Ser-Gln 

(VU) Arg.Phe.Scr.nir-Thr-Uu-Ala.Thr-Ala.Ala.Thr.Ala-Lcu-Phe-Phe. 

n1r-Ala.Ser.Ota.R7 

dans laquelle R7 est tel que d£fini cMessus. 
(Vm) Arg.Phe.Ser.Thr-Thr.Val.Ala-nir.Ala.Ala.Thr.Ala-Uu-Phe.Phe. 

10 Thr-Ala-Ser-Gln-RT 

dans laquelle Rt est tel que dffini ci-dessus. 

De manKre tout & fail prcKrte, R7 est une sequence dans laquelle R, est 
Val, R, est Ser et Rjo est Ala. 

15 

D est tout particuliircment preKri qu'un fragment d'ADN scion Tinvention 
ait pour siquence nudtetidique I'une dcs sequences (K), (X). (XI) ci (XII) 
suivantes : 

(K) CGTTrcTCTACTACAGTCGCTACrGCAGCTACrGCX3CtA 

20 TITTrCACAGCCTCCCAA, 

(V) CGTTTCTCTACrACACrCGCTACrGCAGCTACTGCXxCrA 

TIT TTC ACA GCC TCX: CAA. 
(XI) CGTTTCTCrACTACAGTCGCTACrGCAGCTACrGCGCTA 

TIT TTC ACA GOC TCC CAA GTT TCA GCT. 
25 (XII) CGTTrCTCTACrACACrCGCrACrGCAGCrACrCCGCTA 
TIT TTC ACA GCC TCC CAA GTT TCA GCT. 
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Les pcpUdes cod«s par les firagmcnt d'ADN sdon rinveniion comprennent 
uoe rfgioD hydrophobe possddant une stiuctute en hfllce a comprise entie I'acide 
amini en position 3 et I'acide amin6 en position 18. Cette structure contribue k les 
lendre aptes i une utUisaUon conune peptide signal D est connu que la parUe 
5 hydrophobe des sequences signal est composfe en majority des addes aminds Ala. 
Cys, Phc, He. Uu. Met. Val. On peut done aussi prfvoir que certaines 
modifications d'acides aminfs n'engendrent pas dc modification dans inaptitude 
du peptide signal ^ jouer son r61e. 

10 Sous un autre aspect, Tinvcntion propose par cons6quent TapplicaUon d'un 

fragment d'ADN selon I'invenUon i titrc de fragment d'ADN codant pour un 
peptide signal utile pour la sterdtion d'une protdine hdtdrologuc par une cellule 
hflte dans laquelle la prot€inc h6t6rologue est synthdtisde. D'une maniire gfin&ale, 
I'invention peut €tre mise en ocuvre dans une ceUule procaryoie ou cucaryoie. de 
15 prdftrcnce dans cette dctnifere. U cellule eucaryote peut £tre par exemplc. une 
cellule de mammiftre ou de levurc. De manifere tout & fait prdferde. la s&raion 
d'une protdine hWrologue i Taide d'un peptide signal cod6 par un fragment selon 
I'invenUon est r6aUs«e par une cellule de levure. par exemplc du genre 
Saccharomyces, plus particuliftrement de I'esptoe 5. cerevisiae. 



20 



25 



Bien entendu,' en tani que fragments d'ADN codant pour un peptide signal, 
les fragments d'ADN selon I'invention seront prdc&lds d'un codon d'inltiation de 
la traduction, gdntolement d'un codon codant pour une mdthionine. en particuUer 
un ATCj. 

Les fragments d'ADN selon I'invention peuvent 4ire utilisfs pour U 
construction d'une cassette d'expression d'une prot6ine, pr6c6d6s du codon 



wo 90/13646 



9 



PCr/FR90/00306 



d'initiation, seuls ou en combinaison avcc d'autres composants, par exemple un 
fragment "pro". Ccs fragments d'ADN peuvent etre prfparfs par syntMse 
chimique, au moyen d'un synthfUseur d'oHgonucltoiides par une technique connue 
de Tbomme du mitier. 

5 

L'inveniion conceme igalement une cassette d'expression d'une protiine 
hdtirologue comprenani un fragment d'ADN selon rinvenlion & tiire de fragment 
d'ADN codant pour le peptide signal de la ditc prol6ine hdtdrologue. De maniire 
d6tailI6c, une cassette d'expression selon I'invention qui comporte done 
10 rinformation n6cfasaire k la stodtion d'une protdine hcidrologue mature 
comprend, de fajon sequenUelle, au moins: 

a) un fragment d'ADN comportant des signaux d'initiation de 
transcription et de traduction, 

b) un fragment d'ADN scion I'invention, 

j5 c) un fragment d'ADN codant pour une protdinc hitdrologue mature 

(avec codon de'Cn de traduction). 

Dans une premiere variante, on peul fusionner directement le fragment b) 
en phase avec le fragment c), dans la mesure o(i, k la jonction du fragment b) et 
20 du fragment c), il existe une sequence d'ADN codant pour un site de clivage 
proteolyiique de maniire h permettre la libdration d'une protdine mature en fm du 
processus d'expression et de sdcrdtioa 

De manlftre prdfdrde, la sdquence d'ADN codant pour un site de clivage 
protdolytique se lit sur le fragment b). 

Dans une deuwfcme variante, une cassette d'expression selon Tinvenlion 
comprend en outre un fragment d'ADN b') codant pour un fragment pepUdiquc 
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"pro". Ce fragment b*) est fusionnd en phase avec le fragment b) el le fragment 
c), dans la mesuie ou, & la jonction des fragments b) et b*) d*une part et des 
fragments b') et c) d'autrc part, il cxiste une s4qucnce d'ADN codant i»ur un siie 
de clivage pxotfolytique. 

5 

De nombteux fragments b') peuvent £(re utilises dans les cassettes selon 
Tinvention. En pariiculier. divers fragments b') peuvent 6tre constniits de manifcre 
synthelique. A litre d'exemple, on indique ci*dessous la construcUon d*un fragment 
b*) synthelique h partir de la sequence d'ADN codant pour le fragment "pro" du 

10 pr&urseur du Facieur a Celle s6quence peul 6tre utiliste en toialili ou en partie- 
Dans un mode de r&lisalion pariiculier, on utilise cette sdquence deI6lee de la 
partic codant pour les acidcs amin& en position 3 i 42 sur le fragment "pro"; 
c'esl-i-dire la sequence codant pour : Ala Pro Gly Leu Leu Phe lie Asn Thr Thr 
lie Ala Ser He Ala Ala Lys GIu GIu Gly Val Ser Leu Asp. Pour former le 

15 fragment b'), cette demiire s6quence d*ADN est suivie d'une sequence codant 
pour 0 un peptide comprcnant un site de clivage prot&lytique ou Qi) un site de 
clivage protdolylique, ce dernier mode de rialisalion dtant prifdri. Tout 
parliculicrcment, ce dernier site de clivage est Lys-Arg ou Arg-Arg, cclui-ci eiant 
rcconnu par Tendopeptidase de levure yscF qui est codic par le gine KEX2 et qui 

20 coupe au niveau de rextr6mii6 C-lerminale du dipepiide Lys-Arg ou Arg-Arg. En 
r6sum6, un fragment b') pariiculier code pour Ala Pro Gly Leu Leu Phe He Asn 
Hir Thr De Ala Ser lie Ala Ala Lys GIu Giu Gly Vai Scr Leu Asp Lys Arg. 

La sdquence a) comprend en pariiculier un promoteur fonctionnel dans la 
25 cellule dans laquelle on souhaite syntb6tiser la protiine h6t6rologue codfe par le 
fragment c), de pr€f6rcnce un promoteur fonctionnel chez la levure. On peul dter 
par exemple des promoteurs constitutifr de levure dont la fonctionnalitd a it£ 
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confirrode par la irahscriptibn de gftncs codani pour dcs proidincs h6i6roIogucs 
codanl pour dcs proiiincs hitdrologucs icls que Ics piomoteurs PGK, ENOl, 
MFal, ou enooie dcs promotcuts inductiblcs. tcis que PHOS, GALL Par excmpic, 
loisqu'on ulilisc dans la cassclle d'cxpression dcs dWments du gine MFal de 
5 levure« on pourra uliliscr le promoieur du gfcne MFaL 

Enfin, Ics cassettes d'exprcssion pcuvcni aussi comprcndrc un fragment 
d'ADN d) comportani dcs signaux de lerminaison de la transcription, de 
pr6f6rcncc fonctionncls chez la Icvurc, par cxcmplc cclui du gene PGK. 

10 

De fagon gfndralc, unc cassette d'expression scion IMnvcntion pcut 6trc 
introduile dans unc cellule procaiyote ou eucaryotc, de prifdrcnce cucaryote telle 
que cellule de mammiftre ou de levure; unc cellule de Icvure 6tant tout 
particullircment pr£f6rfe. Ceiie introduction pcut fitre realis6c en placant la 
15 cassette dans un plasmidc a replication aulonome ou dans unc construction 
dcstin6e a rinldgration pour elre introduile dircclcmcnt dans Ic genome de la 
Icvurc, de maniire h obtcnir dans les deux cas unc cellule transformde. 

Lorsque le plasmidc est autonome, il comportcra dcs foments assurant sa 
20 partiton et sa riplication; par cxcmplc, unc originc de rdplicalion telle que cclle 
du plasmidc 2u de Icvurc. En outre, le plasmidc pourra comporter dcs figments 
de sdlection tels que le gene URA3 ou LEU2 qui assurent la compl6mentalion de 
levure ura3 ou leu2- En paniculicr, on pourra avanugeuscment uliliscr Ic gftnc 
IIRA3 d616t6 de son promoteur (URA3-d). 

25 

Ces plasmidcs pcuvent 6galement comporter dcs 6l6ments assurant Icur 
replication dans les bact6rics, lorsque Ic plasmidc doit €tre un plasmidc navcUe. 
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par cxcmpic unc originc dc rtplicaiion telle que ccUe du pBR322. un gftne 
marqueur de s61ccdon lei que Amp* el/ou d'autres fldmenls connus de rhommc 
du mftter. 

5 En accord avcc ce qui pr&ftdc, la pr6sentc invenlion conceme igalemenl 

uae cellule transform^ par CO fragment d'ADN selon rinvcntion ou GO une 
cassette d'exprcssion selon Tinvention, soit inserfie dans un plasmide, soil int6grfc 
dans le gfnome de la cellule. 

Lorsque le promoteur est celui du gine MFal, la cellule de levurc 

10 transformee est de pr£Krencc de type sexuel MATo. On ulilisera, par exemplc, 
une souche de gdnotype ura3 ou leu2 ou autre, compI6meni6e par le plasmide pour 
assurer le maintien du plasmide dans la levurc par unc prcssion de sdleciion 
appropri£e. 

15 Pnfin , rinvwilion a pour objel un proccdi de preparation d'unc proi6ine 

h6i6rologuc, caract6ris6 en ce que Ton culiive un cellule scion Tinveniion el, en 
cc que Ton rfcupirc la dite prol6inc dans le milieu de culture. Ce proc£d6 
s'applique k la preparation de louie prot6ine de nature h6t6rologue. Panni ccs 
prot£ines, on peut nolamment citcr Thirudine ou des ddfcnsines, par excmple la 

20 d6fensine A. 

Plus particuli&remcnt, I'invenlion conceme un procddf de s6cr6iion de 
Thirudine sous forme mature k parlir des soucbes de levures transformdcs selon 
Tinvention. 

25 

Uinvcnlion s'applique tout particulifcremenl bien I la production 
d'hirudine, c'cst pourquoi un des exemples illustratife de Tinvention conceme oettc 
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prot6ine. En effet I'hirudintf; dont la source princjpale se uouve dans les glandes 
salivaires dcs sangsues m6dicinalcs est un inhibiieur ties spdcifique ei irts cfficace 
de la ihiombine. H s'agit done d'un agent thfaapeuiique tres intiressani dont 
i'ulllisaUon en clinique exlge une irts grande pureti du produit. ei qui est done un 
5 candidal int&essant & la production par g<nie ginilique. 

Un certain nombre de variants natureb de Thlrudine ont €16 identifids et 
d&ignfs par HVl, HV2. HV3. Par la suite ces variants naiuiels ainsi que d'autres 
analogues ont iti prdparis par ginle gdniUque dans diverses cellules h6les, 

10 comme cela est dterit par cxemple dans les publications europicnnes de brevet 
EP-A-0200655, EP-A-0273800 au nom de la Demanderesse. U coraparaison de 
I'hirudine syntWtis6c par Escherichia coU (£ coll) et par une levure du genre S 
cere\dsiae a montrd que Thirudine synth^tisfe par E. coli reste intracellulaire et 
doit done fitre purifite & partir d'un trfcs grand nombre de polypeptides de £ coU. 

15 n est done paniculiiremenl inl6rcssanl de pouvoir faire cxprimer un gine de 
rhirudine dans la levure de fa9on a oblenir une hirudine sdcretee sous forme 
mature, et sans que la levure ne produise de subsunces pyrogtoes ou toxiques 
pour rhomme. 

20 L'invention s'applique done & toutes les molfcules d'hirudines, c'est I dire, 

variants naiurels de I'birudine te! queU ou ayant subi une ou plusieuis mutaUons 
tout en eonservant leur activiii anUthiombotlque, ce dernier type de variant «tant 
appel6 analogue. Les exemplcs ci-aprfes concemeiont plus parUcuIieremenl 
I'analogue d&ign6 par rHV2Lys47 (pour recombinant variant HV2 ayant subi une 

25 mutation de I'acide amind Asp en position 47 en adde amin6 Lys), ddait dans la 
publication de brevet EP-A-02738000 d6ji mentionn6e. 
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L'invenUon s'appHque dgalcment k la produclion dc ddfcnsincs. Les 
d£feosioes, tussi appeldes phonnicines, sont des pcpUdes originellemeni extraits 
de I'htoolymphe des certains Insectes, les Diptfcres, qui onl une acUviif 
bact£ridde sur les gennes Giam-ppsiUlis. Ces difensines sont plus amplemenl 

5 dtoites dans la demande de brevet europ6enne EP-A- 349 451. U dfifeosine A 
est un pcpUde basique ayant pour siquencc Ala Tbr Cys Asp Leu Leu Ser Gly Thr 
Gly Dc Asn His Scr Ala Cys Ala Ala His Cys Leu Leu Arg Gly Asn Arg Gly Gly 
Tyr Cys Asn Gly Lys Gly Val Cys Val Cys Arg Asn. U ddfcnsine B nc difftre 
de la difensine A que par I'acide aminfc en position 32 ou une arginine remplace 

10 une glycine. 

Les exemples ci-apr4s permetiront de metire ett 6vidcnce d'autres 
caractdrisUques et avantages de la prdsente invenHon. Ces exemples seroni illustr6s 
par les figures suivantes : 
15 - la figure 1 repr&ente la structure scWraatlque du plasmide pTG2958. 

la figure 2 represent© la structure schdmatique des vecteurs M13TG3839 

et M13TG3841. Pour M13TG3839 les cadres hachures aux extrdmites 

correspondent a M13TG103 et pour M13TG3841 i M13TG3149. 

U figure 3 reprdsenie la structure schdmatique du vecteur M13TG3845. Lc 
20 cadre bacbur^ correspond i M13TG3149. 

la figure 4 repr&ente la structure schdmatique du plasmide pTG3828. 

la figure 5 reprdsente la structure schdmatique du plasmide pTG3864. 



25 
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EXEMPLE 1 : Construction des vcctcurs d'expression de I'hirudine : 
pTC3864, pTG3867. pTG3894 el pTG3884. 

A, Construction du vecteur M13TG3845 
5 LepIasmidepTG2958 (figure 1) est peu different duplasmidepTGl833 

dtoit dans la publicaUon europdenne de brevet EP.A.252854 portcur de la 
sfqucnce codante pour rHV2Asp47. Le plasmide pTG2958 ne conUent pas le site 
de restriction Hindlfl artificiellement introduiL U plasmide pTG2958 contient : 

- un fragment de 1217 paires de bases correspondant h la rigion 5* du gene 
10 MFol (contenant le promoieur. la sequence codant pour le peptide signal, la 

region "pro" et une sequence codant pour le peptide Lys-Arg), et 4 paires de 
bases (site BgllT, traitemeni par Klenow), 
. un fragment de 234 paires de bases contenant I'ADN compWmentaire de 

rHV2Lys47, 

15 . un fragment de 243 paires de bases comprenant le lerminateur PGK de levure. 

- le fragment PvuD-EcoRI de pBR322 comprenant entre autrcs Torigine de 
replication de ce plasmide et le gine de rdsistance i I'ampicilline (2292 paires 
de bases), 

. le fragment EcoRI-Hindffi du plasmide 2^ de la levure (forme B). contenant 
20 le gfcne LEU2 de levure. sous forme dilitte et ins6r6 dans le site Psil. 

- un fragment HindlH-Smal du gine URA3 de levure. 

U fragment Ncol-Ncol du vecteur pTG2958 qui porte ies sequence 
LEU2Ki. 2»i et URA3 est remplac6 par le fragment NcoI-NcoI de pTG2800 ddcrit 
dans la publication europfenne de brevet EP.A^268501 qui portc les sequences 
25 du plasmide 2ti et du gtoe URA3 ddldtd de son promoteur (URA3-d) pour donner 
pT02877. 

U vecteur M13TC3839 (figure 2) derive de M13TG103 (Kieny. M.P. et 
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al. (1983) Geae 2§, 91-99] dans lequel le fiagment Hindm-HiDdlll de pTC2877 
est introduU dans le mSme site. Un site de restriction Sail est intioduit dans ce 
vecteur en aval du oodon de tenninaison de tiaductioa de la v6gion oodant pour 
dIV2Lys47 par mutagfn^ dirigfe & I'aide de I'oligoaudfotide suivant : 
5 5* CAATGAAAAATGGTOGACTATCAATCATAG pour donner M13TG3839 
SalL Un site de restriction SphI est alois introduit en amont de la cassette 
d*expiession en 6Iiminant la sequence URA3-d par mutagf n&se dirigde k I'aide de 
Toligonucldotide suivant : 

5' GACGGCCAGTOAATrGGCATGCrATrOATAAGATrrAAAGpour donner 

10 M13TG3840. 

U vecteur M13TG131 [Kicny MP. et al. (1983) Gene 2g, 91-99] est cliv6 
par fsH, les extr£mit<s rendues.firanche par traitement & I'aide du fragment 
Klenow de I'ADN poiymdrase I pour fttce ensuite religu6 sur lui m6me pour 
donner M13TG3160. Ce vecteur est ensuite cliv6 par Smal et EcoRV puis religu6 

IS pour donner M13TG3149. 

Le fragment Sphl-Sall de M13TG3840 (dfcrit ci-dessus) portant la cassette 
d'e:q)ression de rHV2Lys47 (sans sequence terminatrice de transcription) est 
introduit dans le site Sphl-Sall de M13TG3149 pour donner M13TG3841 (figure 
2). 

20 La sequence codant pour les acides aniin6s en position 3 k 42 sur le 

firagmeat "pro* du prdcurseur de MFal est dliminfc de M13T03149 par 
mutagfnftse dirigde et un site de restriction Smal introduit en utilisant 
l*oligonucl6ottde suivant : 

5' CrcCXjCATTAGCTGCrcXXOGGT^^ pour donner ce que 

25 I*on appelle par la suite une sequence *pro" dil^tfe. 

On obtient ainsi M13TG3842. Un site de restriction BamHI ditruisant T ATG du 
pricurseur du fiacteur a est introduit dans ce vecteur par mutag6n&se dirig£e avec 
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roligonuclfotide suivant : . 

5' AATATAAACXjATTAAAAGGATCXXJAlTiUJl ICAAi i x i iA 

On obticnt alors M13TG3843. Apris phosphoiylaaon, les oligonucIdoUdes 

suivants: 

5 5' GATCCGTTTCTCTACTACACTCCCTACTGCAGCTACTCCGCTATT 
GCAAAGTGATGATGTCAGCGATG 5' 

et 

5 ' TTTCACAGCCTCCCAAGTTTCAGCTGCTCCC 
ACGTCGATGACGCGATAAAAAGTGTCGGAGCGTTCAAAGTCCACGAGGG 5 ' 

10 sont inserts dans le vecteur M13TG3843 coup< par BamHI et Smal inuoduisant 
ainsi la sdquencc XI done sans ATG. Dc manifere & tcstaurcr I'ATG, le site BamHI 
est 61imin6 par outag^ntee dirigie en utilisanl roligonucldotide suivant : 
5' AATATAAACGATrAAAAGAATGCGTrrCTCTACTACAGTC 
pour donner le vecteur M13TG3845 (figure 3) qui comportc : 

15 . le promoteur du gine MFal, suivi d*un codon ATG, en tant que fragment a) 
. la sequence XI en tant que fragment b), 

. la sequence "pro" d6l6t6e du gine MFal, suivi dcs codons codant pour Lys-Arg 

en tant que fragment h*), 
. la s€quence codant pour rHV2Lys47 en tent que fragment c), 
20 - une partie du vecteur M13TG3 149. 

B. Constmctio" du plasmide pTG3864 

Le plasmide pTG848 dfcrit dans U publicaUon europdenne de brevet 
EP-A-0252854 est dig6r6 par BgUI puis religud pour donner pTG2886. Le grand 
25 fragment HindlH-EcoRI de pTG2886 est iigu6 en pr&ence de ligase T4 au 
fragment Hindffl-EcoRI de 2,1 kb du plasmide pFLl (Parent, S.A. et al. (1985) 
Yeast I, 83-138] qui porte la sequence du plasmide 2|i de & eerevisiae pour 
donner le plasmide pTG2886 LEU2-d, URA3^. U fragment Hindffl de 0.9 kb du 
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plasmide pTG2800 dfciit .dans la publication euioptaue de bievet EP-A-0258S01 
poitant le gfcne URA3-d est alois ins6r6 dans le site HindHI de ce plasmide pour 
donncr pTG2886 URA3< delta LEUW. U.iragment Smal-BgUI de M13TG131 
(Kiehy et al. (1983) Gene 26, 91-99] qui possMe plusieuts sites de restriction est 
5 ensuite introduit dans ce plasmide pour donner pTG3828 (figure 4) qui comporte: 

• la s&]uence du gtae URA3 d616t6e de son promoteur (URA3-d), 

. des sites de restriction venant de M13TG131 permettanl I'insertion des Aliments 
de I'expression d'ua gint hitdrologue, rHV2Lys47 dans le cas pidsent, 

• le tenninateur de transcription du g&ne PGK de levure 

10 - un fragment de pBR322 qui permet la rdplication et la s61eciion chez E. colt, 
- un fragment du plasmide 2(1 qui possMe les 61toents structuraux ntossaires 
i la rdplieation el I I'dquipartition mitotique dans la levure. 

Le fragment Sphl-Sall du vectcur M13TG3845 (figure 3) est introduit dans 
le plasmide pTG3828 digdri par SphI et Sail pour donner le vectcur d'expression 
15 pTG3864 (figure 5). 

C Cbnstruction du vectcur d'expression pTG3867 

Pour supprimer complitement la sequence codant pour le pr&urseur du 
gine MFal on effeclue une muug6n4se dirigfe sur M13TG3845 (figure 3) k 

20 I'aide de ToligonucKotide sutvant : 

5* GCCrOCCAAGTrTCAGCrATTACGTATACAGACrGC 
pour obtenir le vecteur M13TG3846. Le fragment Sphl-Sall de ce veeteur est 
introduit dans le plasmide pTG3828 (figure 4) digdrd par SphI et Sail pour donner 
le vecteur d'expression pTG3867. Dans oe vecteur, la sequence XI et celle codant 

25 pour rfIV2Lys47 sont adjaoentcs. Pour obtenir la structure schdmatique de ce 
plasmide, 11 sufBt sur la figure 5 de reliter la s6quenoe "pro" d£16t£e de MFol. 
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D. Construetioo du vecteur d'expression pTG3894 

Un site Smal est cxH dans la sequence codanl pour le Ctagmenl "pro* du 
pi6:uiseur du ftcteur a par mutaginise dirigte sur M13TG3841 (figufe 2) grfloe 
k roligonucltotide suivaat : 

5 5'TCCX)CATrAGCrOCTCCOGGGAACACrACAACAGAA 

pour obtenir M13TG3869. Ce vecteur est ensuile dig6r6 par SphI et Smal, le peUt 
fragment est isol6 el il est ligu6 au grand fragment SphI et Smal de M13TG3845 
(figure 3) pour donner le vecteur M13TG3891. Le fragment Sphl-Sall de ce 
vecteur est introduit dans le plasmidc pTG3828 (figure 4) cuvert aux sites SphI 

10 et Sail pour donner le vecteur d'expression pTG3894 qui comporte done la 
siquence "pro" du pricurseur du facteur o mutde. Pour obtenir la structure 
scWmatique de ce plasmide, il suffit sur la figure 5 de remplacer la sequence 
"pro" d6lit£e de MFol par la siquence "pro" mutie. 

15 E Consttuction.du vecteur d'expression pTG3884 

La sequence XI est modifiie par mutagdnftse dirigde sur M13TG3845 en 
utilisant Toligonucldotide suivant : 
5* GnTCTCTACrACACTCGCTACTGC 

La modification d'une seule base donne la s^uence XII et induit le remplacement 
20 d'une valine par une leucine en tant qu'acide amind R4 du peptide signal. On 
obtientainsi le bactdriophage M13TG3846. U fragment Sphl-Sall de M13TG3846 
est introduit dans le plasmide pTG3828 (figure 4) ouvert aux sites SphI et Sail 
pour donner le vecteur d'expression pTG3884 qui comporte : 
. la sequence du gine URA3 ddWtde de son promoteur (URA3-d), 
25 - le promoteur du gfcne MFol, suivi d'un codon ATG, en tant que fragment a), 
. la s^uence XII en tant que fragment h), 

. la s^uence "pro" dilitde du gine MFol, suivi des codons codant pout Lys- 
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Arg, en tant que fragment b*), 
. la s6qucnce codanl pour rHV2Lys47 en lant que ftagmenl c). 
. le tenninateur du ghnc codant pour PGK de la levure. 
. un firagment de pBR322, 
5 - un fragment du plasmide lyu 

EXEMPLE 2 : Production de rHV2Lys47 dans le surnageant de culture en 
fonction du plasmide utilis6. 

10 line souche de levure de Tespice Saccharomyces cerevisiae de gdnolype 

MATo. ura3-251r373,.328, Ieu2-3,.112, his3. pep4-3 est Uansformfic par les 
plasmides pTG3864, pTG3867. pTG3894 et pTG3884 par la mdlhode de I'acitate 
de lithium pto, H. et al J. BactdrioL (1983) 153: 163] el les proioirophcs Ura+ 
sonl silectionnds. lis sont cnsuite mis en culture en crlenraeyer i 30**C sur un 

15 milieu sdlectif (0,7% de bases azoldes pour levures (Yeast Nitrogen Base). 0.5% 
de casamino acides et 1% de glucose). Apris 48 heurcs de culture, on s6pare 
cellules et surnageant par centrifugation et Tacliviid inhibitrice de la ihrombine est 
d6tcrmin6e dans le surnageant en utilisant le test colorimdirique (activiid 
protfolyiique sur un substrat synthdtique, le chromozyme TH - Boehringcr 

20 Mannheim). Lc tableau I prdsente les rdsuluis dcs dosages; chaquc valcur 
correspond & la moyenne de deux experiences indcpendantes. Uaciivitd de 
rHV2Lys47 est exprimde en ATU/ml de surnageant 
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10 



Plasmide 


ATU/ml 


pTG3894 


40 


pTG3864 


. 50 


pTG3867 


130 


pTG3884 


125 



Dans lous les cas on mcsurc une activiid anti-ihrombine. U proidine 
rHV2Lys47 ptoduite par la levure est done excrti6e dans le aumagfcant De plus 
elle est secr6t6e sous fonne active. Les meilleuis rdsultats sont obtenus pour Ics 
souches transformies par pTG3884 ct pTG3867. 

U contcnu en proiiine dcs sumagcanis est analysi par HPLC. Lc pic 
15 majeur obtenu correspond bicn i cclui dc rHV2Lys47 (sous sa forme i 65 acides 
aminds) et la ddtermination de la sequence N-tcnninale confittne Tobiention d'une 
molecule corrcctement synih6tis6e. 

EXEMPLE 3 : Construction d'un vecleur d'expression dc U defensine A 
20 d'insectes : pTG4826. 

A. Synthase d'une sequence d'ADN codani pour la defensine A d'insectc 

U syntbtee sc fait en deux blocs assembles grice ft leurs cxtr6mjt6$ 
coh6sives KpnI. Le premier bloc comprend 3 oligonuclfetides num«rot& de 1 k 
25 3 ct le second bloc, 6 oligonucl&Udes num«rot6s de 4 k 9. Lcur sdquence et la 
position des oligonudtotides (demiire Ugne du tableau; les ronds reprisentenl la 
partie 5' de roligonudtotidc) sont donn6s dans lc tableau D. 
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TABLEAU n 



10 



n* 


Sdquenoe 


I 


5* AGCTTGGACAAOAOAGCrAOCnXjTGACTKjlTGTCXXKjTAC 


2 


5* GOTAOCTCrCITGTOCA 


1 ^ 


5' CGGACAACAAGTCACA 


1 ^ 


5* CGGTATTAACCACTCCGCrroTGCTOCT^CACTUTrrGTrG 1 


5 


5' AGCACAAGCGGAGTGGTTAATACXIGGTAC 


6 


5* AGAGGTAACAGAGGTGGCTACTGTAACGGTAAGGGTGT 


7 


5* AGTAGCX:ACCTCTGTTACCrcrCAACAAACAGTGAGC 


8 


5* TTGIGTrrGTAGAAACTAAGGATOOG 




S'AATrCGGATCCTrAGTrrCrACAAACACAAACACOCTTACCGT 
TAC 


1 4 6 8 

o— o o o 

o — o o — — o o 

2, 3 S 7 9 



Lft sequence obtenue est la sulvante : 
Hindlll +1 Kpnl 



20 AGCTTG GAC AAG AGA 6CT ACC TGT GAC TTG TTG TCC GGT ACC 
Ala Thr Cys Asp Leu Leu Ser Gly Thr 

20 

GGT ATT AAC CAC TCC GCT TGT GCT GCT CAC TGT TTG TTG AGA 
25 Gly He Asn Bis Ser Ala Cys Ala Ala Bis Cys Leu Leu Arg 
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GGT AAC AGA GGT GGC TAC TGT AAC GGT AA6 GGT GTT TGT GTT 
Gly Asn Arg Gly Gly Tyr Cys Asn Gly Lya Gly Val Cy» Val 

5 40 BamHI-EcoRI 

TGT AGA AAC TAA GGATCCG 

Cys Arg Asn 

La syntbise du premier bloc utilise les oligonucldotides 4, 5. 6, 7, 8 et 9 et 
10 s*effectue de la fagon suivante : 

• Ics oligonucldolidcs 5, 6, 7 ci 8 sent tout d'abord phosphorylds k leur 
extremity 5* pour €viter la formation de polymires au cours de Tassemblage. 
Pour chacun de ces oligonucltotides, 100 picomoles sont traities h la 
polyDUcl6otide kinase, 2 unitfs dans un volume final de 20 de Tris HQ 60 

15 nM ft pH 7,5; 10 jiM de MgQj; 8 \iM de dithioihr<iiol (tampon de kination) 

contcnant 3.3 picomoles d'ATPy marqu6 avcc "P (5000 O/mmolc). Aprte 15 
minutes d'Incubation k 5 jimolcs d'ATP non marqu6 sont ajoutdcs. 
- aprfes incubation i 37**C pendant 30 min. 75 picomoles des oligonuclfotides 5, 
6, 7 et 8 soni m€langes, chauff& ft 95**C pendant 3 min*, puis les 

20 oligonucleotides 4 et 9 sont ajoutes dans un volume final de 90 (xmoles de 

tampon de kination d&rit ci-dessus. Uensemble est chauffe ft 95X pendant 3 
min. puis refroidi lentemcnt en 2 heures ft 37*C 

* 25 picomoles de ces oligonucldotides bybridds sont soumis au traitement par la 
ligase T4 pendant une heure ft 15'C Ce milange riactionnel (1 picomole) est 

2S ensuite ajouti ft 50 ng du du bacteriophage M13TG131 [Kieny MP. et al. 

(1983) Gene 26, 91-99] traiti par EcoRI el Kpnl (1 heure ft 15'C). Le mdlange 
de ligation est utilisd pour transformer les cellules comp6tentes de la soucbe £ 
coU JM103 [Messing J. et al. (1981), Nucleic Acid Res. 2> 309]. Un clone 
pi€sentant la sdquence recherchfe est Isold, 11 est appeld M13TG3821. 

30 La synth^e du second bloc utilise les oligonuclfotides 1, 2 et 3 et 

s'effectue selon la m£me procedure que celle d6crite pour la synthase du premier 
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bloc Dans cc cas, seul roUgonucl&tide 2 est phosphoryld & son extrcmiid 5*. 

Ce second bloc est clond entre les sites Hindm et Kpnl du bactdriophage 
M13TC3821 et un done portant la sdquence d'ADN codant pour la dfifensine A 
(figure 5) est isoW, il est appel6 M13TG3849. 

5 

B. Construction du plasmide d'expression de la d6fensine A: pTG4839. 

U fragment Spbl • Smal de 1045 paites de bases du bactiriophage 
M13TG3846 decrit pricfdemmeat (Exemple 1. E) est transKrd dans le vecteur 
M13TG3869 dterit pr6c6demment (Exemple 1, D.) pr6alablement dig6r« par SphI 
10 ctSmaL On obticntainsile vecteur M13TG4803 qui portc: 

- ic promotcur du gine MFal. suivi d'un codon ATG, 

• la sfquence XII, 

- la sequence "pro" mut6e du gfene MFol suivi des codons codant pour Lys-Arg. 

- la sdquence codant pour rHV2Lys47. 

15 Afin de remplacer la sdquence codant pour rHV2Lys47 par celle codant 

pour la ddfensine A d'insecie on introduit un site Hindffl dans la sdquence codant 
pour "pro" mutde de MFal k Taide de roHgonucldotide de sdquence : 
5' GAAGGGGTAAGCITGGATAAA 

Puis on introduit le fragment HindHI - BamHI de M13TG3849 ddcrit 
20 prdcddemment (Exemple 3, A.) qui potte la sdquence synthdtique codant pour la 
ddfensine A dsns ce vecteur prdalablement traitd par HindlH et BamHI pour 
dllminer la sdquence codant pour rHV2Ly847. 

U fragment SpM-Sall de M13T04813 est introduit dans le plasmide 
pTC3828 (figure 4) ouvcrt aux sites SphI et Sail pour donner le vecteur 
25 d'expression pTG4839 qui comporte : 

. la sdquence du gine URA3 ddiade de son promotcur (URA3-d), 
. le promoteur du gine MFal, suivi d'un ATG, 
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- la sequence Xn, 

. la s£quenoe "pro" inut6e du gine MFal suivi des codons codanl pour Lys-Arg, 

. la s^uence syntb6tique codant pour la dffensine A d'insectes, 

- le tcrminalcur du gine codant pour PGK de la levure. 
5 • un fragment de pBR322, 

- un fragment du plasmide 2]i. 

EXEMPLE 4 : Production de ddfensine A dans le sumageant de culture. 

10 Une souche de levure de I'espice Saecharomyees cerevisiae de gdnolype 

MATo, ura3-251,.373,-328. Ieu2.3,.112. his3. pep4.3 est transformee par le 
plasmide pTG4839 par la mdthode de I'acdUte de lithium [Ito, H. et at. J. 
Bacidriol. (1983) 153: 163] ct les prototrophes Ura+ sont sflectionnfs. lis sonl 
ensuiic mis en culture en erlenmeycr k 30'C sur un milieu silectif (0,7% de bases 

15 azotdcs pour Icvures (Yeast Nitrogen Base), 0.5% de casamino acides et 1% de 
glucose). Apris 48 heures de culture, on sdpare cellules el surnageant par 
centrifugation et le sumageant est filtrd sur un filtre de 22 n puis pass* sur 
cartouche Sep-Pak C18. Le materiel fixi est 6lu6 avec 60% d'acdtonitrile, 0.1% 
d'acide trifluoro ac6Uque dans de I'eau el stehd sous vide. L'acilvit6 

20 antibact£rienne de la ddfcnsine A est cnsulte mise en dvldencc par un test 
d'€tal«nent sur agar ou sur gdlose cnsemenc£ de germes bacKriens {Micrococcus 
luteus) conformdment ii la procedure decrite par Lamberl et al. (1939) PNAS 86: 
262-266. 

Dans le sumageant des levures transform&s par le plasmide pTG4839 on 
25 d6tccte effectivement une activili antibacldrienne. La proliine dffensine A 
produite par U Icvutc esl done cxcr€i6e dans le sumageant Dc plus elle est 
secrdtfe sous forme active. 
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Le contcnu en piotfine des sumageants est analyst par HPLC Ic pic 
majcur obtcnu correspond bien ft celui de U difensine A d'insecie et la 
d6teiminatton de la sequence de la piotiine confinne I'obtentioo d'une molteile 
correctement synthitis^e. 
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> REVENDICATIONS 



10 



1. Un fiagmeni d'ADN isoW qui code pour un peptide donl la sequence 
d'acidcs aminds pr&cnte uq dcgrf d'homologie d'au moins 60% avec U siquencc 
d'acides amin& de fonnule (I) ou (II) 

(I) Arg-Phe^er-Tbr-Tbr.Uu-Ala-Thr-Ala.Ala-Thr-Ala-Leu.Phe-Phe.Thr- 
Ala-Ser-Gln et 

(U) Arg-Phe-Ser.Thr.Thr-Uu-Ala-Thr.AIa-Ala-Thr.Ala-Uu-Phe-Phe.Thr. 
Ala-Ser-Gln-Val-Ser-Ala. 



2. Un fragment d'ADN scion la icvendication 1 qui code poor un peptide 
dont la sdqucncc d'acidcs aminds pr&cntc un degr< d'homologie d'au moins 80% 
avec la sequence d'addes aminds (I) ou (D) de fonnule 

(I) Arg-Phe-Ser-Thr-Thr-Uu-Ala-Thr-AIa-Ala-Thr-Ala-Uu-PhcPhe-Thr- 

15 AJa-Ser-Gln el 

(II) Arg-Phe-Ser-Thr-Thr-Leu-Ala-Thr-Ala-Ala-Thr-Ala-Uu-Phc-Phc-Thr- 

Ala-Ser-GIn-Val-Ser-Ala. 

3. Un fragment d'ADN selon la revendication 1 ou 2 qui code pour un 
20 peptide comprenant la sequence d'acides aminfa (HI) 

nil \ Rj-R,-R,-Thr-Thr-R«-Ala-Thr-Ala-Ala-Thr-Ala-Leu-Phe- 

' 1 ' 5 10 

Phe-Thr-Ala-R,-R, 
15 19 
25 dans laquelle : 

Rj est un acide aminf sflectionnd paroii Arg et Lys, 

R, et R« sont chacun im acide amind s61ectionn6 de maniftre inddpendantc panni 

Ala, Asn. Cys, Gin. Gly, His, De, Uu, Mel, Phe. Pro. Scr. Thr. Trp. Tyr el Val 
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R) et R5 sont chacun un acidc amin6 s61ectioan6 de maniftre indfpeadante panni 
Asp, Gly, Asn. Pro ct Scr, ci 

R4 est ua acidc axninf s61cciionn6 panni Val. Leu, Ala, Cys, Plic, lie ct McL 

5 4. Un fragment d'ADN selon la rcvcndication 1 ou 2 qui code pour un 
peptide comprenant la sdquenoe d'addes aminfs ([V) 

(IV) R^.Rj-R,-Thr-Thr-R4-Ala-Thr-AIa-Ala-Thr-AIa.Uu-PJie.Phc.Thr- 

Ala-R^Re-Ri 
dans laqueile: 

10 Rx est un acide zmini sficctionni parmi Arg et Lys, 

R3 et Re sont chacun un acide aminf s6iectionn£ de maniire indipendante parmi 
Ala, Asn. Cys, Gin, Gly. His, He, Uu, Met, Phc. Pro, Scr, Thr. Trp, Tyr et Val 
R3 et R5 sont chacun un acide amind silecUonnf de maniere indipendante parmi 
Asp, Gly, Asn, Pro et Scr, 

15 R4 est un acidc amin6 s61cclionn6 parmi Val, Leu, Ala, Cys, Phc, He et Met, et 

R, est une sequence de protcolyse. 

5. Un fragment d'ADN selon la rcvcndication 4 dans Icqucl R, est unc 
sdquence de proltolysc Rg-Ry-Rw dans laqucllc: 

20 R, est un acidc amind sdleclionnd panni Ala, Val, Scr, Cys, Gly, He, Leu, Thr, 

Rp est un acide amind s61ectionn6 panni Ala, Arg, Cys, Gin, Gly, His, lie. Leu, 
Met, Phc, Pro, Scr. Thr, Trp, Tyr ct Val el 

Rxo est un acide amin£ s£lectionn£ parmi Ala, Cys, Gly, Leu, Pro, Gbi, Scr et 
Thr. 

25 

6. Un fragment d'ADN scion la revendication 1 ou 2 qui code pour un 
peptide comprenant unc sdquence d'acidcs ammds silectionnfe parmi les 



wo 90/13(46 



PCr/FR90/00306 



29 



s^uences d'addes amines (V) et (VI) 

(V) Aig-Phc-Ser-Thr-Thr-Leu.Ala-Thr-Ala-Ala-Thr.Ala-Uu-Phc-Phe.Thr- 
Ala-Ser-Ob; 

(VI) Arg-Phc-Scr-Thr-Thr-Val-AIa-Thr-Ala-AIa-Thr-AIa-Uu-Phe-Phc-Thr- 
5 Ala-Scr-Ob. 

7. Ua fiagment d'ADN scion I'unc des Tcvendications 1, 2, 4 ct 5 qui code 
pour un peptide comprenant une sequence d'acides amlnds s61ec(ionn6e parmi Ics 
sequences d'acides amin& dc fonnule (VII) et (Vm) 

10 (Vn) Arg-Phe-Scr-Thr-Thr-Uu.Ala-Thr-Ala.Ala-Thr-Ala-Uu.Phc-Phe.Thr- 

Ala-Scr-Gto-R, 

dans laqucUe est une sequence de protfolysc; 
(VIII)Arg.Phe.Ser-Thr-Thr-Val-Ala-Thr-Ala-Ala-Thr-Ala.Uu-Phe-Phc-Thr-Ala- 

Ser-Gln-Rf 

15 dans laqucUc R^ est une sdquence de protdolyse. 

8. Un fragment d'ADN scion la revcndication 7 qui code pour un peptide 
comprenant une sequence d'acides aminds s61cctionn6e parmi Ics sfqucnccs 
d'acides aminfa de formulc (VII) et (VIII) dans Icsquclics R, est Val-Scr-Ala. 

20 

9. Application d'un fragment d'ADN scion Tune des revendications I & 8, & 
litre dc fragment d'ADN codant pour un peptide signal utile pour la sicritioa 
d*une protfoie h£tfo>Iogue par une cellule dans laquelle la prot^ine bdtirologue 
est synthitis^e. 

25 

10. Application d'un fragment d'ADN scion la revcndication 9, caractirisf ca 
cc que Ic fragment d'ADN code pour un peptide signal utile pour la sto6tion 
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d'unc proteine h6t6ioIogue par une ccUuIc de Icvure dans laqudic la piolfine 
bftfrologue est synthftiste. 

11. Unecassetted'expression d'oneprotdioe Wt&ologue comprenanl aumoins: 

a) un fragment d'ADN comportant des signaux d'iniUation de ttanscripUon 
et de traduction, 

b) un fragment d'ADN selon Tune des rcvendications 1 i 8 el, 

c) un fragmwit d'ADN codant pour la proteine Wt6iologue mamre. 

12. Une cassette selon la revcndication 11 comprenant en outre un fragment 
d'ADN b') codant pour un fragment peptidique "pro". 



13. Une cassette scion la revendication 12 comprenant un fragment d'ADN b') 
codant pour un fragment peptidique "pro" ayant pour s€qucnce Ala Pro Gly Uu 

15 Uu Phe De Asn Tlir Thr He Ala Ser He Ala Ala Lys Glu Olu Gly Val Ser Uu 
Asp Lys Arg. 

14. Une cassette selon Tune des revendications 11 h 13, caract€ris6e cn ce le 
fragment a) comporte un promoteur fonctionncl dans une cellule de levure ct un 

20 codon d'initiation de traduction ATG. 

15. Une cassette d'expression selon i'une des revendications 11 4 14, 
caract£ris6c en ce que le fragment d'ADN c) code pour une birudine. 

25 16. Une cassette d'expression selon la revendication 15, caracl&isfe en ce que 
le fragment d'ADN c) code pour le variant hiiudine rHV2Lys47. 
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17. Une cassette d'cxpression selon I'une des levendicaUons II i 14. 
caraclirisfe en ce que le fragment d'ADN c) code pour unc difeosine d'insectes. 

18. Une cassette d'expresslon selon la rcvendicaUon 17, caiactdris6e en cc que 
5 le fragment d'ADN c) code pour la ddfcnsine A. 

19. Un vecteur plasmidique eomprenanl une cassette d'expiession scion Tune 
des revendications 11 ft 18. 

10 20. Un vecteur plasmidique selon la revendication 19. caract6ris6 en cc qu'il 
comporte en fragment du plasmide 2(i de levure. 

21. Un vecteur plasmidique selon la revendication 19 ou 20. caract6ris6 en cc 
qu'il comporte, en tant que gine de sflection, le gine URA3 d€16td de son 

IS promoteur. 

22. Une cellule iransfoimte par un vecteur plasmidique selon Tune des 
revendications 19 ft 21 ou ayant ini6gr6 dans son gdnome une cassette d'expresslon 
scion I'une des revendications 11 ft 18. 



20 



23. Une cellule de levure selon la revendication 21 



24. Un procddd de preparation d'une protdine Wtirologue, caract6rls6 en ce que 
I'on cultlve une cellule selon la icvcndlcation 22 ou 23 et, en ce que I'on rteupirc 
25 la ditc protdine dans le milieu de culuire. 



25. Un procddd selon la revendication 24, caract6ris6 en cc que la cellule est 
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une cellule de levuie. 

26. Un procid* selon la rcvendication 24 ou 25, catact6ri86 ea ee que ladite 
piot6ine est une hirudine. 

27. Un proc6d6 selon la rcvendication 24 ou 25, caract£ris6 en ce que ladile 
prot6ine est une dffensioe d'insectes. 
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